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RESUMO - Com o objetivo de verificar a possibilidade de se utilizar .
enzimasenvolvidas nometabolismo do N,como parâmetro bioqulmico
auxiliar nos programas de seleção genética que visam a obtenção
de genótipos eficientes na utilização de N, foi realizado.em 1990, no
campo experimental da EMBRAPNCNPBS, uma avaliação de cvs
demilho em solo sem adubação nitrogenada Osgenótipos avaliados
foram: Nitrodente (NO), Nitroflint (NF), Sintético Elite, HS 1, HS 2 e
P3230. Os três primeiros materiais, são variedades de polínlzação
aberta sendo selecionados para maior eficiência na utilização de N.
O HS 1 e HS 2 são hlbridos simples supostamente ineficiente e
eficiente na utilização de N respectivamente, e o P3230 é um hlbrido
duplo comercial supostamente ineficiente. Os parâmetros avaliados
foram: produção de grãos (MG) e atividades das enzimas: nitrato
redutase (NR), Nitrogenase (Nase) e Glutamina Sintetase (GS). Foi
observada uma ampla variação genética na atividade das enzimas,
e a GS apresentou correlação positiva com a produção de grãos
sendo sua atividade considerada como um bom parâmetro a ser
utilizado em programas de seleção genética.
Termos adicionais para Indexação: Melhoramento vegetal,
glutamina sintetase, nitrogenase e nitrato redutase

ENZIME ACTIVITIES INVOLVEDWITHNITROGEN METABOLlSM IN
DIFFERENTMAIZE GENOTYPES

ABSTRACT- The study aimmed to verify a possible utilization of
nitrogen assimilating enzymes as biochemistry parameters for a
genetic screening program in order to obtain nitrogen assimilating
efficientmaize genotypes. Theexperiments were carried out atCNPBS
(Riode Janeiro) in field condition without any nitrogen application, by
using randomized complete block design with four replications. The
genotypes used were: Nitrodente (NO); Nitroflint (NF), Sintétito Elite;
HS1;HS2and P3230.The first three genotypes are varieties sellected
for nitrogen utilization efficiency. HS 1 and HS 2 are simpie hybrids
supposed to be nitrogen assimilation efficient and inefficient respec-
tively and P 3230 is a commercial double cross hybrid supposed to
be inefficient in N utilization. The studied pararneters were: grain
production, N assimilating enzymes, nitrate reductase (NR), nitroge-
nase(Nase)andglutamine synthetase (GS).Theobserved datashowed
awide genetic variation concerning enzyme activities and GSshows
significant and positive correlation with grain production, being con-
sidered an appropriated parameter to be used inagenetic screening
program for maize breeding.
Addltlonallndex terms: plant breeding, glutamine synthetase, nitro-
genase and nitrate reduction
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INTRODUÇÃO

A otimizacão da produtividade de grãos depende, entre outros
fatores, da eficiência de canalização de C e N para o grão e
da transformação desses elementos em compostos de reserva
Aumentar a eficiência através da manipulação desses processos
pode ser um meio de melhorar a produtividade no futuro. No
momento, ainda é necessário conhecer melhor os mecanismos
genéticos e bioquímicos de tais processos (Sodek, 1989).

Pode-se observar na literatura que vários trabalhos tem
demonstrado a existência de uma ampla variabilidade genética
para eficiência na utilização do N pelo milho (Kamprath et ai,
1982; Anderson et ai 1984 e 1985; MolI et ai, 1989; Machado
et ai 1990 e 1991; Machado e Paterniani, 1991) entre outros.
Por ser o nitrato a forma preferencial de absorção de N pelas
plantas (Arnon, 1937 e Hewitt et a/1976) alguns autores acreditam
que a seleção para maior atividade da enzima nitrato redutase
é um parâmetro importante para obtenção de genótipos eficientes
no uso do N (Dunand, 1980; Sherrard et ai 1984 e Haoeman
e Lambert, 1988). Uma outra corrente de pensamento acredita
que a fixação biológica através da determinação da atividade
da enzima nitrogenase é um caminho alternativo e importante
para se obter plantas eficientes (Bullow e Dobereiner, 1975).

Apesar dessas indicações de pesquisa, sabe-se entretanto
que os caminhos para se obter genótipos eficientes na utilização
do N são bastante complexos, pois o metabolismo do N é
influenciado por diversos fatores ambientais tais como: déficit
hídrico (Becana et ai, 1984), encharcamento (Lopes et aI, 1988),
luz (Duke e Duke, 1984), toxidez do alumínio (Cambraia, 1989)
e parece não haver dúvida que essas condições de estresse
agem diretamente sobre a atividade da enzima nitrato redutas
e interfere também, em outros enzimas do metabolismo do N
e provavelmente com o catabolismo de aminoácidos, proteinas
e outros compostos nitrogenados. Nessas situações o íon amônio
parece ser a forma predominante de absorção de N pelas
plantas (Magalhães e Fernandes, 1991), e sabe-se ainda que
os genótipos eficientes são aqueles que tem alta capacidade
de incorporar o ion amônio em aminoácidos através das enzimas
glutamina sintetase (GS) e glutamato sinthase (GOGAT),
principalmente. Assim, a maior atividade dessas enzimas no
tecido verde parece ser um dos parâmetros que melhor indica
a eficiência na assimilação da amônia(Magalhães e Huber, 1989,
a e b, 1991).

Apesar destas evidências apresentadas, observa-se na
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literatura que proposições e conclusões das enzimas nitrato
redutase, nitrogenase e glutamina sintetase foram feitas em
genótipos normalmente de estreita base genética e também
pouca atenção foi dada a variabilidade da espécie em es~udo.
Faltam ainda.dados suficientes sobre atividade dessas enzrrnas
em condicões de estresse principalmente quando é considerado
a diversidade genética.

Assim, nesse trabalho, procurou-se conhecer o
comportamento das enzimas descritas quando diferentes
genótipos do milho são avaliados em um ambiente de baixa
fertilidade natural e ainda verificar a possibilidade de utilizar
atividade de algumas dessas enzimas como parâmetro auxiliar
em programas de seleção genética que visam a obtenção de
plantas eficientes na utilização do N.

MATERIAL E MÉTODOS

Este experimento foi conduzido em 1990, no campo experi-
mental da EMBRAPA/CNPBS, em solo Podizólico Vermelho-
Amarelo, e o delineamento utilizado foi o de blocos ao acaso
com 4 repetições sendo que cada parcela foi constituída de 2
fileiras de 5 m.

As populações estudadas foram: NITRODENTE (NO) -
população de grãos dentados, amarelos com segrega~ão para
branco com predomínio da raça Tuxpefio, com três cicios de
selecão para uma maior eficiência na utilização do N; NITROFLlNT
(NF)'- população de grãos duros, amarelas com segregação
para branco, com predominio das raças Cateto, Eto e Duros do
Caribe, também com três ciclos de seleção visando maior
eficiência na utilização do N;SINTÉTICO ELITE,população obtida
a partir da recombinação de linhagens superiores do CNPHS
de base predominantemente Tuxpefio; HS 1 - híbrido simples
do CNPHS supostamente exigente a altos níveis de adubação
nitrogenada; HS 2 - híbrido simples do CNPHS, supostamente
eficiente na utilizacão do N; e P 3230, híbrido duplo comercial
da Pioneer também exigente a adubação nitrogenada.

Com a finalidade de verificar o comportamento desses cvs
em níveis baixos de N, a adubação de plantio foi de 300 kg/
ha da formula 0-30-10 não sendo realizado adubação em
cobertura

A densidade de plantio foi de 27 plantas por 5 m e o
espaçamento de 1 m entre fileiras. Os parâmetros avaliados
foram produção de grãos (MG) e tividade das enzimas nitrato
redutase (NR), nitrogenase (Nase) e glutamina sintetase (GS).

A atividade das enzimas nitrato redutase e glutamina sintetase
foram determinadas pelo método in vivo (Pereira et aI, 1978 e
Rhodes et aI, 1975) aos 50 dias após a plantio. Pa a essa
determinacão foram retirados discos foliares na terceira folha
desenvolvi'da do ápice para a base em 5 plantas competitivas
de cada tratamento por repetição. Os discos foliares foram
homogenizados e retirados amostras de 1 g pará determinar
a atividade das enzimas acima descritas. A atividade da enzima
nitrogenase foi realizada nas raízes, também em 5 plantas
competitivas e foi utilizado o método in vivo descrito por Pereira
et aI, 1978. Por ocasião da colheita foi determinado a produção
de grãos dos cvs em estudo.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os dados referentes à produção de grãos e a quantificação
da atividade das enzimas: glutamina sintetase (GS), nitrato
redutase (NR) e nitrogenase (Nase) encontram-se na Tabela 1.
A partir desses dados pode-se destacar a ampla variabilidade
genética existente entre as cvs para os parâmetros acima
estudados.

TABELA 1- Valores da glutamina Sintetase (GS) em n moles/
g MF/min, massa de grãos em kg/ha (MG), nitrato redutase (NR)
em n moles NO/g MG/hora, nitrogenase (NASE) em n moles
etileno/hora/g raiz, de seis cvs de milho avaliados na EMBRAPAI
CNPBS. Rio de Janeiro, 1990.

GS MG NR NASE

Nitrodente 86,41 a 3739 0,391 b 47,25 b
Nitroflint 91,40 a 4327 0,319 b 43,00 b
HS 1 71,42 bc 3003 0,933 a 75,75 b
HS 2 67,02 bc 3200 0,375 b 326,00 a
Sintético Elite 64,09 c 3024 0,439 b 116,00 b
P 3230 77,92 b 4209 0,381 b 20,00 b

x 75,97 3588 0,42 104

cv (%) 4,23 21,93 98,75 114

TESTE F •• (2) ns(3) ns *(1)

Dados sequidos da mesma letra na coluna não diferem entre si a 5%.

Com relação a produção de grãos, a cultivar selecionada para
maior eficiência na utilizacão de N (NITROFLlNT), apresentou
uma produtividade 40% maior em relação ao material considerado
ineficiente (HS 1), com produção de grãos de 4327 e 3003 kg/
ha, respectivamente. Para a atividade da enzima GS o destaque
foi para os cvs NITRODENTE e NITROFLlNT e em relação as
enzimas NR e Nase os híbridos simples HS 1 e HS 2 foram os
que predominaram.

Ao se utilizar parâmetros fisiológicos e bioquimicos, em
métodos de selecão deve-se considerar a validade e a
confiabilidade des~es parâmetros. pois muitos deles sofrem
grande efeito ambiental. Dentro desse aspecto pode-se observar
que o parâmetro GS apresentou baixo coeficiente de variação
(CV=4,23%), a produção de grãos teve um CV médio (CV=21,94)
e a atividades das enzimas NR e Nase, apresentaram valores
muito elevados (CV=98,75%e CV=114%, respectivamente). Esses
dados indicam que aGS foi o parâmetro de maior confiabilidade.

Na Tabela 2, encontra-se a matriz de correlação para os
parâmetros, MG, GS, Nase e NR. Observa-se que houve uma
correlacão significativa a 1% pelo teste F, entre os parâmetros
GS e M·G.A atividade das enzimas NR e Nase apresentaram
correlacão negativa com MG e GS.lsso indica que em condições
de estr~sse ao N essas duas enzimas não são parâmetros de
boa confiabilidade para ser utilizado em programa de seleção
genética para obter genótipos com alta eficiência na utilização
do N. Observe-se ainda na Tabela 2, correlação negativa entre
NR e Nase, esse tipo de comportamento também foi observado
por Pereira et aI, 1978.

TABELA 2-Matriz de correlação entre a produção de grãos (MG),
glutamina sintetase (GS), nitrogenase (Nase) e nitrato redutase
(NR).

MATRIZ DE CORRELACÃO

PG GS NAS E NR
PG 1.0000 0.6878" -0.3633 -0.4740'
GS 1.0000 -0.4638' -0.1267
NAS E 1.0000 -0.2250
NR 1.0000

MÉDIAS 4006.1 76.0 156.2 0.770

'," correlacão significativa a P<0.05 e P<0.01.

Os resultados desse trabalho indicam ainda que a seleção de
genótipos para maior atividade das enzimas NR e Nase vai
depender da melhoria da precisão das parâmetros bem como
da associação com outros parâmetros como, por exemplo,
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produção de grãos e atividade da GS. A alta atividade da NR
e da Nase pode não ser sinônimo de alta produtividade, pois
essas enzimas estão intimamente ligadas ao sistema de absorção
de N pelas plantas via nitrato e via fixação biológica. Assim para
que o N absorvido nessas formas ou ainda na forma amoniacal
seja utilizado de maneira eficiente pelas plantas, outros
mecanismos devem estar envolvidos, dos quais pode-se
destacar: disponibilidade de esqueletos de carbono, alta produção
de energia e principalmente alta atividade das enzimas
responsáveis pela assimilação da amônia, como é o caso do
sistema GS/COGAT (Lea & Miflin, 1974, 1979 a e b; Oaks & Hirel,
1985 e Lea et a', 1990).

Não se pode deixar de considerar que, se os mecanismos
descritos não forem eficientes, poderá ocorrer acúmulo de NH
no mesófilo foliar o que pode acarretar uma série de desordens
morfo-fisiológicas nas plantas (Magalhães & Huber 1989 a).

A atividade da GS foi o parâmetro que mais se destacou nesse
trabalho por apresentar alta correlação com a produção de
grãos. Pelo fato dessa enzima estar envolvida diretamente com
o metabolismo da amônia, ela tem sido encontrada em múltiplas
isoformas em plantas superiores (McNally e Hirrel, 1983). Em
milho existem as isoformas GS1 e GS2 que ocorrem em
proporções similares nas células do mesófilo, bainha e nervuras.
Isso confere uma vantagem em termos de uso do N (Yamaya
e Oaks, 1988). Devemos destacar ainda o fato da existência de
variabilidade para a atividade da GS, o que permite utilizá-Ia com
sucesso em programas de seleção genética.

CONCLUSÕES

1-A determinação da atividade da enzima GS pode ser utilizada
como parâmetro auxiliar em programas de seleção genética
visando maior eficiência na utilização do N.
2- As enzimas NR e Nase não apresentaram boa" atividade,
quando avaliadas em condição de baixo nível de N, deve-se
ainda, melhorar a precisão da metodologia utilizada.
3- Os cvs NITRODENTE e NITROFLlNT apresentaram alta
atividade da enzima GSe tiveram também uma boa produtividade,
podendo assim, serem utilizados em programas de seleção
genética que visam maior eficiência na utilização do N.
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